
心血管疾病与实验室研究·论著 DOI:10.3969/j.issn.1672-9455.2022.19.002

肿瘤坏死因子-β基因多态性与大动脉粥样硬化型脑梗死的相关性*
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  摘 要:目的 探讨肿瘤坏死因子-β(TNF-β)A252G
 

、C804A基因多态性与大动脉粥样硬化型(LAA)脑梗

死的相关性。方法 选取该院收治的80例LAA脑梗死患者作为脑梗死组,选取同一时期门诊体检健康者80
例作为对照组,应用聚合酶链反应-限制性片段长度多态性(PCR-RFLP)分析技术和聚合酶链反应-序列特异性

引物法(PCR-SSP)进行TNF-β
 

A252G、C804A基因分型检测,并收集临床资料。同时,检测空腹血糖(FBG)、
总胆固醇、三酰甘油、低密度脂蛋白胆固醇、血同型半胱氨酸。结果 脑梗死组中合并高血压、糖尿病、吸烟史

患者所占比例及FBG水平均显著高于对照组(P<0.05)。脑梗死组TNF-β
 

A252G基因型分布与对照组相比,
差异有统计学意义(P<0.05),其中GG基因型频率、G等位基因频率均显著高于对照组(P<0.05)。脑梗死

组TNF-β
 

C804A基因型分布与对照组相比,差异有统计学意义(P<0.05),其中AA基因型频率、A等位基因

频率均显著高于对照组(P<0.05)。多因素Logistic回归分析显示高血压、糖尿病、吸烟史、FBG水平、TNF-β
 

A252G基因型为GG型、TNF-β
 

A252G等位基因为G型、TNF-β
 

C804A基因型为AA型、TNF-β
 

C804A等位

基因为A型均为LAA脑梗死发生的独立危险因素(P<0.05)。结论 TNF-β
 

A252G基因型为GG型、TNF-
β

 

A252G等位基因为G型、TNF-β
 

C804A基因型为AA型、TNF-β
 

C804A等位基因为A型可能是LAA脑梗

死发生的重要易感基因。
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Abstract:Objective To

 

determine
 

the
 

association
 

between
 

tumor
 

necrosis
 

factor
 

-β
 

(TNF-β)
 

A252G
 

and
 

C804A
 

gene
 

polymorphisms
 

and
 

large
 

artery
 

atherosclerotic
 

(LAA)
 

cerebral
 

infarction
 

(CI).Methods A
 

to-
tal

 

of
 

80
 

cases
 

of
 

LAA
 

CI
 

patients
 

admitted
 

to
 

our
 

hospital
 

were
 

enrolled
 

into
 

CI
 

group,and
 

80
 

cases
 

of
 

outpa-
tient

 

physical
 

examination
 

healthy
 

people
 

at
 

the
 

same
 

period
 

were
 

enrolled
 

into
 

control
 

group.The
 

genotypes
 

of
 

TNF-β
 

A252G
 

and
 

C804A
 

were
 

detected
 

by
 

polymerase
 

chain
 

reaction-restriction
 

fragment
 

length
 

polymor-
phism

 

(PCR-RFLP)
 

and
 

polymerase
 

chain
 

reaction-sequence
 

specific
 

primers
 

(PCR-SSP).Meanwhile,clinical
 

data
 

were
 

collected
 

and
 

fasting
 

blood
 

glucose
 

(FBG),total
 

cholesterol,triglyceride,low
 

density
 

lipoprotein
 

cholesterol
 

and
 

blood
 

homocysteine
 

were
 

detected.Results The
 

proportion
 

of
 

patients
 

with
 

hypertension,dia-
betes,smoking

 

history
 

and
 

FBG
 

level
 

in
 

CI
 

group
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<
0.05).The

 

distribution
 

of
 

TNF-β
 

A252G
 

genotype
 

in
 

CI
 

group
 

was
 

significantly
 

different
 

from
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

GG
 

gene
 

frequency
 

and
 

G
 

allele
 

gene
 

frequency
 

were
 

significantly
 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).The
 

distribution
 

of
 

TNF-β
 

C804A
 

genotype
 

in
 

CI
 

group
 

was
 

significantly
 

differ-
ent

 

from
 

that
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05),and
 

the
 

AA
 

gene
 

frequency
 

and
 

A
 

allele
 

gene
 

frequency
 

were
 

signif-
icantly

 

higher
 

than
 

those
 

in
 

control
 

group
 

(P<0.05).Multivariate
 

Logistic
 

regression
 

analysis
 

showed
 

that
 

hypertension,diabetes
 

mellitus,smoking
 

history,FBG
 

level,TNF-β
 

A252
 

genotype
 

with
 

GG,TNF-β
 

A252G
 

allele
 

gene
 

with
 

G,TNF-β
 

C804A
 

genotype
 

with
 

AA,TNF-β
 

804A
 

allele
 

gene
 

with
 

G
 

were
 

independent
 

risk
 

factors
 

for
 

CI
 

(P<0.05).Conclusion TNF-β
 

A252G
 

genotype
 

is
 

GG,TNF-β
 

252G
 

allele
 

gene
 

is
 

G,TNF-β
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  脑梗死是临床常见病,其发病率高、致残率高、病
死率高,一直为研究热点。在该病的病理生理过程

中,动脉粥样硬化斑块的形成和进展发挥着至关重要

的作用[1]。近年来,国外一些研究发现,肿瘤坏死因

子-β(TNF-β)A252G、C804A 基 因 多 态 性 可 影 响

TNF-β的表达水平,进而与动脉粥样硬化性疾病相

关[2-3]。本研究应用聚合酶链反应-限制性片段长度多

态性(PCR-RFLP)分析技术和聚合酶链反应-序列特

异性引物法(PCR-SSP)对本地区部分大动脉粥样硬

化型(LAA)脑 梗 死 患 者 及 健 康 对 照 者 的 TNF-β
 

A252G、C804A位点基因进行检测分型,旨在探索该

基因多态性与LAA脑梗死发病的相关性。
1 资料与方法

1.1 
 

一般资料 选择本院2016年9-12月收治的

80例LAA脑梗死住院患者为脑梗死组。患者全部

符合《各类脑血管疾病诊断要点》中脑梗死的诊断标

准,全部病例均经临床、头部CT及头部 MRI扫描证

实,且行脑血管评估(颈动脉B超+头磁共振血管造

影、头+颈部CT血管造影或脑数字剪影血管造影)证
实TOAST分型为LAA,并排除脑梗死出血性转化

以及合并多脏器功能不全、风湿免疫性疾病、感染性

疾病。其中男42例,女38例;年龄40~75岁,平均

(61.2±7.9)岁;体质量指数20.0~26.3
 

kg/m2,平均

(22.9±2.9)kg/m2;病程≤1周,神经功能缺损评分

(NIHSS评分):4~15分。对照组80例,为本院同一

时期在门诊体检的健康人群,无脑梗死、冠状动脉粥

样硬化性心脏病病史,经颈动脉B超证实无颈动脉粥

样硬化,并排除风湿免疫性疾病以及近2周内发生过

炎性病变。其中男40例,女40例;年龄45~72岁,
平均(58.0±8.7)岁;体质量指数20.1~26.0

 

kg/m2,
平均(22.5±2.4)kg/m2。两组患者的年龄、性别、体
质量指数等一般资料比较差异无统计学意义(P>
0.05),具有可比性。
1.2 方法

1.2.1 临床资料 通过问诊和体格检查收集研究对

象的临床资料,包括有无高血压、糖尿病病史,有无吸

烟、饮酒 史,并 抽 血 检 测 以 下 生 化 指 标:空 腹 血 糖

(FBG)、总胆固醇(TC)、三酰甘油(TG)、低密度脂蛋

白胆固醇(LDL-C)、血同型半胱氨酸(Hcy)。
1.2.2 DNA提取 取临床采集的外周血样本1.0

 

mL,以枸橼酸抗凝,用血液基因组DNA分离试剂盒

(TIANGEN公司)分离白细胞的基因组DNA,操作

按试剂盒说明进行。
1.2.3 引物设计与合成 应用Primer

 

5软件,参照

文献[4]设计 TNF-β
 

A252G基因引物,P1:5'-AGA
 

GCT
 

GGT
 

GGG
 

GAC
 

ATG
 

TCT
 

G-3';P2:5'-CCG
 

TGC
 

TTC
 

GTG
 

CTT
 

TGG
 

ACT
 

A-3'。P1、P2扩增

第1内含子至第3外显子的一段基因,长度为740
 

bp。参照文献[5]设计TNF-β
 

C804A基因引物,F1:
5'-ACC

 

ACC
 

TGA
 

ACG
 

TCT
 

CTT
 

CCT-3';R1:5'-
 

GTG
 

AGC
 

AGC
 

AGG
 

TTT
 

GAG
 

GTA-3',用于检测

A位点;F2:5'-GCA
 

TCT
 

TGC
 

CCA
 

CAG
 

CAC-3';
R2:5'-GGC

 

ACT
 

GAA
 

CAA
 

CTG
 

AGT
 

TCC-3',用
于检测C位点。
1.2.4 PCR反应体系 (1)A252G位点基因分型检

测采用PCR-RFLP方法:扩增体系为25
 

μL,含100
 

ng模板DNA,10
 

pmol引物P1、P2,2×Taq
 

Platinum
 

PCR
 

Master
 

Mix(TIANGEN公司),去离子水。扩增

条件:95
 

℃预变性6
 

min,按以下条件循环30次,
95

 

℃变性30
 

s,58
 

℃退火30
 

s,72
 

℃延伸30
 

s。末次

循环后,72
 

℃再延伸7
 

min。取10
 

μL
 

PCR扩增产

物,加入10
 

U
 

NcoⅠ(Takara公司),于37
 

℃孵育2
 

h。(2)C804A位点基因分型检测采用PCR-SSP方

法:扩增体系为25
 

μL,含100
 

ng模板DNA,10
 

pmol
引物F1、R1,F2、R2,2×Taq

 

Platinum
 

PCR
 

Master-
Mix(TIANGEN公司),去离子水。扩增条件:95

 

℃
预变性10

 

min,按以下条件循环30次,95
 

℃变性

1
 

min,64
 

℃退火1
 

min,72
 

℃延伸1
 

min。末次循环

后,72
 

℃再延伸5
 

min。
1.2.5 PCR-RFLP产物分析 酶切产物经1.5%琼

脂糖凝胶电泳分离,电泳结果经凝胶成像系统拍照,
分析判读。
1.2.6 PCR-SSP产物分析 PCR产物经2%琼脂糖

凝胶电泳分离,电泳结果经凝胶成像系统拍照,分析

判读。
1.3 统计学处理 应用SPSS22.0软件进行数据分

析。计数资料采用百分数表示,组间比较采用χ2 检

验;计量资料采用x±s表示,组间比较采用独立样本

t检验;采用Logistic回归分析LAA脑梗死发生的影

响因素,计算优势比(OR)及其95%可信区间(CI)。
以P<0.05为差异有统计学意义。
2 结  果

2.1 两组临床资料比较 脑梗死组中合并高血压、
糖尿病、吸烟史患者所占比例显著高于对照组(χ2=
30.83、10.46、8.03,P<0.05);脑梗死组中FBG水平

显著高于对照组(t=-3.21,P<0.05);两组中有饮

酒史者所占比例、TC、TG、LDL-C、Hcy水平比较,差
异无统计学意义(P>0.05)。见表1。
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表1  两组临床资料比较

组别 n
高血压

[n(%)]
糖尿病

[n(%)]
吸烟史

[n(%)]
饮酒史

[n(%)]
FBG

(mmol/L,x±s)
TC

(mmol/L,x±s)
TG

(mmol/L,x±s)
LDL-C

(mmol/L,x±s)
Hcy

(μmol/L,x±s)

脑梗死组8067(83.8)* 30(37.5)* 30(37.5)* 8(10.0) 7.32±2.70* 4.31±0.88 1.73±1.45 2.81±0.80 24.30±17.79

对照组 8033(41.3) 12(15.0) 14(17.5) 10(12.5) 5.79±1.52 4.56±0.96 1.36±0.96 2.89±0.92 19.73±15.00

  注:与对照组相比,*P<0.05。

2.2 基因型的确定

2.2.1 TNF-β
 

A252G基因型确定 GG型,扩增的

基因片段含有NcoⅠ酶切位点,可被完全酶切为555、
185

 

bp;GA型,产生不完全酶切,出现740、555、185
 

bp共3条带;AA型,不产生酶切,电泳后只出现740
 

bp条带。见图1。

  注:M为DNA分子量标准。

图1  TNF-β
 

A252G基因酶切产物琼脂糖凝胶电泳结果

2.2.2 TNF-β
 

C804A 基因型确定 CC型为218
 

bp,CA型为218、279
 

bp,AA型为279
 

bp。见图2。

  注:M为DNA分子量标准。

图2  TNF-β
 

C804A基因PCR产物琼脂糖凝胶电泳结果

2.3 基因型频率、等位基因频率分析 脑梗死组

TNF-β
 

A252G中GG的基因型频率高于对照组(P<
0.05);AA基因型频率低于对照组(P<0.05);G的

等位基因频率在脑梗死组中高于对照组(P<0.05);
A的等位基因频率低于对照组(P<0.05)。见表2。
TNF-β

 

C804A中AA基因型频率在脑梗死组中高于

对照组(P<0.05);A 的等位基因频率高于对照组

(P<0.05);CC基因型频率、C的等位基因频率低于

对照组(P<0.05)。见表3。
表2  TNF-β

 

A252G基因多态性比较[n(%)]

组别 n
基因型频率

GG GA AA

等位基因频率

G A

脑梗死组 8023(28.75)* 40(50.00)17(21.25)* 86(53.75)* 74(46.25)*

对照组 8012(15.00) 39(48.75)29(36.25) 63(39.37) 97(60.63)

  注:与对照组比较,*P<0.05。

2.4 影响LAA脑梗死发生的多因素分析 将脑梗

死作为因变量,高血压、糖尿病、吸烟史、FBG水平、
TNF-β

 

A252G基因型分布、TNF-β
 

C804A基因型分

布为自变量,进行Logistic回归分析。结果显示,高
血压、糖尿病、吸烟史、FBG水平、TNF-β

 

A252G基因

型为GG型、TNF-β
 

A252G等位基因为G型、TNF-β
 

C804A基因型为 AA型、TNF-β
 

C804A等位基因为

A型是LAA脑梗死发生的危险因素。见表4。
表3  TNF-β

 

C804A基因多态性比较[n(%)]

组别 n
基因型频率

AA CA CC

等位基因频率

A C

脑梗死组 8021(26.25)* 47(58.75)12(15.00)* 89(55.63)* 71(44.37)*

对照组 8011(13.75) 45(56.25)24(30.00) 67(41.87) 93(58.13)

  注:与对照组比较,*P<0.05。

表4  影响LAA脑梗死发生的多因素Logistic回归分析

危险因素 OR 95%CI P

高血压 6.35 2.40~10.80 0.004

糖尿病 2.97 1.08~5.72 0.012

吸烟史 1.53 1.09~3.28 0.023

FBG水平 2.32 1.31~4.19 0.016

TNF-β
 

A252G基因型为GG型 2.29 1.05~5.00 0.029

TNF-β
 

A252G等位基因为G型 1.79 1.15~2.80 0.042

TNF-β
 

C804A基因型为AA型 2.23 1.00~5.01 0.037

TNF-β
 

C804A等位基因为A型 1.74 1.12~2.71 0.039

3 讨  论

  TNF-β是淋巴细胞在抗原或有丝分裂原刺激下

分泌的一种重要的促炎细胞因子。SCHREYER等[6]

应用免疫组化染色技术发现TNF-β在动脉粥样硬化

斑块内广泛表达;与此同时,他们还发现与野生鼠相

比,TNF-β基因敲除小鼠形成的动脉粥样硬化损伤体

积减少为原来的62%[6]。QIAN等[7]研究显示,给予

ApoE基因敲除小鼠短时间注射重组人TNF-β拮抗

剂可以抑制动脉粥样硬化病变。这些研究均提示

TNF-β作为一种致炎因子,在动脉粥样硬化斑块的发

生、发展中,起着重要的作用。其主要途径为通过激

活 NF-κB 信 号 通 路 促 进 血 管 细 胞 黏 附 分 子-1
(VCAM-1)、细胞间黏附分子-1(ICAM-1)、E选择素

(E-selectin)、单核细胞趋化蛋白-1(MCP-1)等高表

达,使得白细胞黏附到血管内皮细胞,并向血管内膜

下间隙迁移,释放大量活性氧和弹性蛋白酶,继而损

伤血管壁[7-8]。
TNF-β基因位于染色体6p21(MHCⅢ类基因区)
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内,由4个外显子和3个内含子组成。A252G基因位

于TNF-β基因第1内含子+252位点,当碱基为 G
时,产生了NcoⅠ的识别位点,能被NcoⅠ限制性内切

酶识别切断,该基因称为TNF-β*1,当碱基为A时,
改变了NcoⅠ位点,该基因称为 TNF-β*2。C804A
基因位于TNF-β基因第3外显子+804位点,该位点

存在1个C到A突变的单核苷酸多态性,可导致密码

子26编码的氨基酸由苏氨酸变为天冬氨酸。MESS-
ER等[9]认为 A252G能导致 TNF-β表达水平升高,
TANAKA等[10]亦发现252A/G突变后可使 TNF-β
的转录活性提高1.5倍,且他还证实了804C/A突变

后血管平滑肌细胞产生 VCAM-1、E-selectin的能力

可提高2倍。故本研究选取LAA脑梗死患者为主要

研究对象,进行TNF-β
 

A252G、C804A基因多态性分

析,探讨它们之间的相关性。
已有国内外学者对 TNF-β

 

A252G、C804A基因

多态性与脑梗死的相关性进行研究,但结论尚不统

一。ZHAO等[11]在汉族中选取了1
 

124例脑梗死患

者和1
 

163例健康对照者检测分析TNF-β
 

A252G基

因多态性分布,结果发现 A252G基因频率增高是无

高血压缺血性脑卒中的风险因子。UM 等[12]在对

294例脑梗死患者和581例健康对照者进行的TNF-β
 

A252G基因多态性分析中却发现脑梗死患者AA基

因型频率较健康者增高(χ2=6.991,P=0.03),可能

的机制为该基因型导致了TNF-α、白细胞介素(IL)-6
等经典炎症因子的高表达[13]。与上述结果不同,FA-
SIHI等[14]在伊朗东北部地区进行了类似研究,选取

了186例 LAA 脑梗死患者,结果未能发现 TNF-β
 

A252G与脑梗死的相关性。除此之外,为探究TNF-
β

 

C804A 与 脑 梗 死 是 否 具 有 相 关 性,TROMPET
等[15]对5

 

389例合并多种心脑血管疾病危险因素的

人群 进 行 跟 踪 随 访 研 究,结 果 显 示,携 带 TNF-β
 

C804A基因可能增加男性脑梗死的发生率,且基因型

AA与基因型CA 相比发生脑梗死风险更高(HR:
2.07

 

vs.
 

1.43)。近年来还有部分研究对脑梗死患者

同时进行TNF-β
 

A252G、C804A基因多态性的分析。
KUMAR等[5]在印度北部地区收集了250例脑梗死

患者的外周血液标本,分析TNF-β
 

A252G、C804A的

基因多态性,最终得出结论:TNF-β
 

A252G、C804A
基因多态性与总卒中风险无相关性,但 A252G基因

多态性 与 小 动 脉 闭 塞 型 脑 梗 死 具 有 相 关 性。而

SZOLNOKI等[16]研 究 则 显 示 TNF-β
 

A252G 与

C804A为共存关系,同时承载A252G、C804A的单体

型为大动脉粥样硬化型CI的遗传易感因素,但与小

动脉闭塞型脑梗死无明显相关性。尽管如此,HAGI-
WARA等[17]抽取日本地区1

 

044例脑梗死患者和

1
 

044例健康对照者进行TNF-β
 

A252G、C804A基因

多态性分析,却发现两者缺乏相关性。
本研 究 结 果 显 示,脑 梗 死 组 TNF-β

 

A252G、

C804A基因型分布与对照组相比,差异有统计学意义

(P <0.05),其 中 TNF-β
 

A252G 的 GG、TNF-β
 

C804A的 AA 基因型 频 率 明 显 高 于 对 照 组(P<
0.05)。除此之外,本研究还比较了 TNF-β

 

A252G、
C804A等位基因频率,发现脑梗死组 TNF-β

 

A252G
的G、TNF-β

 

A804A的A等位基因频率亦显著高于

对照组(P<0.05)。由于在临床资料比较中,脑梗死

组合并高血压、糖尿病、吸烟史的患者所占比例及

FBG水平明显高于对照组(P<0.05),而这些因素为

脑血管病传统危险因素,需进一步采用Logistic回归

分析,规避上述因素对研究结果的干扰,结果仍提示

TNF-β
 

A252G基因型为 GG型、等位基因为 G型、
TNF-β

 

C804A基因型为 AA型、等位基因为 A型是

LAA脑梗死发生的独立危险因素(OR=2.29、1.79、
2.23、1.74)。上述结果说明 TNF-β

 

A252G的 GG、
TNF-β

 

C804A的 AA基因型可能是LAA脑梗死的

易感基因,携带此基因型会增加LAA脑梗死的易感

性,可能的机制为这些基因型或等位基 因 导 致 了

TNF-β的高表达,进而促进动脉粥样硬化的形成和发

展。除此之外,这两个基因座位具有连锁不平衡性

(LD),当第一个内含子252位为G时,常常伴随着第

3外显子区域内804位点处突变为A,导致密码子26
编码的氨基酸由苏氨酸变为天冬氨酸,而当一个内含

子252位为A时,第3外显子区域内804位点处常替

换为C,导致密码子26编码的氨基酸为苏氨酸[9,16]。
综上所述,TNF-β

 

A252G、C804A基因多态性与

LAA脑梗死发生有关,TNF-β
 

A252G基因型为 GG
型、等位基因为 G 型,TNF-β

 

C804A 基因型为 AA
型、等位基因为 A型可能是LAA脑梗死的易感基

因,有望成为脑梗死高危人群筛选的标志物及干预靶

点,但仍需扩大样本量、检测基因表达产物进行更为

精细化验证。
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